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第 1部 はじめに 
 




による増殖（Tison et al., 1980）が知られている．また，冷却塔（図 1-2）や浴槽などの人工水環境で
も増殖し，ここでのレジオネラ属菌の増殖の場は主にバイオフィルム内に存在するアメーバ類だと
される．アメーバ類等に寄生したレジオネラ属菌は宿主細胞内で増殖し，やがて宿主細胞を破壊し
て水中に遊出する．そして，つぎの宿主に感染して増殖するという生活環を持つ（Fields et al., 2002）．
人工水環境の設備から発生したレジオネラ属菌を含むエアロゾルがレジオネラ症（Legionellosis）を
引き起こす原因となる．1976年の夏，アメリカ合衆国のフィラデルフィアで開かれた在郷軍人の集
会で発生した集団感染が最初の報告例（Fraser et al., 1977）で，このときの感染源は集会が開かれた






て良好に発育させることに成功した（Feeley et al., 1979）．検出された病原体は在郷軍人（Legion）
にちなんでLegionella pneumophilaと命名された（Brenner et al., 1979）． 
レジオネラ症はレジオネラ肺炎（Legionnaires' disease，在郷軍人病）とポンティアック熱（Pontiac 
fever）の 2つの病態に分けられる．レジオネラ肺炎は適切な治療がなされない場合，重篤化して死





いため治療効果が得られない（Fraser et al., 1978）．レジオネラ症の治療にはリファンピシンおよび
フルオロキノロン系，マクロライド系の抗生物質が有効とされる． 
 レジオネラ属にはこれまで 57種類（Fields et al., 2002; Park et al., 2003; Scola et al., 2004; Kuroki et al., 
2007; Lück et al., 2010; Yang et al., 2012; Edelstein et al., 2012; Pearce et al., 2012; Campocasso et al., 2012）
が記載されているが，レジオネラ属は全てバイオセーフティーレベル 2に分類され，レジオネラ症
は第 4 類感染症に規定されている．実際にヒトからの臨床分離株として得られた菌種として L. 
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pneumophila，Legionella bozemanii，Legionella micdadei，Legionella longbeachae，Legionella wadsworthii，
Legionella hackeliae，Legionella birminghamensis，Legionella cincinnatiensis，Legionella tucsonensis，
Legionella lansingensis，Legionella dumoffii，Legionella gormanii，Legionella jordanis，Legionella 
oakridgensis，Legionella feeleii，Legionella parisiensis，Legionella maceachernii，Legionella anisa，Legionella 
santicrucis，Legionella sainthelensis，Legionella nagasakiensis，Legionella steelei，Legionella cardiacaの
23種が報告されている（Fields et al., 2002; Yang et al., 2012; Edelstein et al., 2012; Pearce et al., 2012）が，
レジオネラ属であれば全てヒトに対し感染性を持つものとして扱われる．L. pneumophila の人工培
地上での倍加時間は 4時間から 6時間で，培地上に独立した集落（コロニー）が形成されるまでに
は 5 日程度の培養が必要である．自然環境での発育可能温度は 20℃から 42℃で，実験室での発育
至適温度は 36℃前後である．35℃以上での培養により菌体がフィラメント状に発育することが報告






ネラ属菌汚染状況を把握することである．2001年 4月から 2012年 3月にかけて実施した各種水利
用設備のレジオネラ属菌汚染状況（井上ら, 2013）を図 1-3に示すが，いずれの設備からもレジオネ
ラ属菌が検出されており，レジオネラ属菌対策の重要性が伺える．レジオネラ症防止指針（2009）
には，エアロゾルを直接吸引する可能性の低い人工環境水で 100 CFU/100 ml以上，エアロゾルを直

















L. pneumophila自身に対する発育阻害物質として elemental sulfur（Inoue et al., 2002）および indole化
合物（Inoue et al., 2004）を単離，同定した．これらの様々な発育阻害因子を除去し，レジオネラ属
菌の発育を良くするためには培地に添加する活性炭は重要な働きを持つ． 
 レジオネラ属菌の培養法による検査は国際的な標準の試験方法である ISO11731 に従う．日本で
はレジオネラ症防止指針や JIS K. 0350-50-10に記載の検査方法が一般的だが，これらの検査方法も
ISO11731からの引用であり，本質的に変わるところはない．検水を遠心分離またはメンブレンフィ
ルターを用いたろ過により 100 倍に濃縮し，レジオネラ属菌以外の細菌類や真菌類（夾雑微生物）
を処理するためにpH 2.2の0.2 M HCl-KCl緩衝液（Bopp et al., 1981）または50℃（Dennis et al., 1984b）




属菌の非選択培地である BCYE 培地と L-システイン不含の BCYE 培地または血液寒天培地にコロ
ニーの一部を画線培養し，更に 2日間培養する．L-システイン要求性が認められた株を推定レジオ
ネラ属菌として培地上のコロニー数を数えて検水 100 ml あたりの菌数に換算する．培地上のコロ
ニー1個が 10 CFU/100 mlに相当し，この試験の検出下限値である．L-システイン要求性試験の替わ
りに免疫クロマトグラフ法を用いてレジオネラ属菌の判定をすることも可能で，その場合 2日間の







法として一般化した．標的遺伝子としては 16Sまたは 5S rRNA遺伝子やmip（macrophage infectivity 
potentiator）遺伝子を用い，PCR（Polymerase chain reaction）法やLAMP（Loop-mediated isothermal 
amplification）法（Notomi et al., 2000）によってDNAを増幅して検出する．16Sや 5S rRNA遺伝子
を標的とする場合はレジオネラ属を広範囲に捉えることも可能で，環境中のレジオネラ属菌を広く
検出したい場合に有効である．遺伝子検出法の最大の利点は検出までの所要時間が短いことで，結
















いLegionella lyticaのようなLegionella-like amoebal pathogen（LLAP）と呼ばれる偏性細胞内寄生性の
























図1-1  Acanthamoeba sp.（環境分離株）内で増殖したLegionella pneumophila ATCC33152の 
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第 2部 レジオネラ属菌培養検査の高精度化 
 





























本検討では 3種類の酸性緩衝液を比較した．0.2 M HCl-KCl 緩衝液（pH 2.2）は 0.2 M塩酸と 0.2 M 
KClを混合して作製した．0.2 M酸性リン酸緩衝液（pH 2.2）は 0.2 Mリン酸と 0.2 M KH2PO4を混合
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して作製した．0.2 Mマッキルベイン緩衝液（pH 2.2）は 0.2 Mクエン酸（Sigma）と 0.2 M Na2HPO4





200 ml のビーカーに 100 ml の各緩衝液を入れてマグネチックスターラーで撹拌しながら 0.1 M 
NaOHを 100 lずつ添加し，そのときの pHを測定した． 
 次に，10 gの炭酸水素ナトリウムを1000 mlの脱イオン水に溶解させ，全アルカリ度がおよそ6000 
mg/L（as CaCO3）の溶液を調製し，脱イオン水で希釈して全アルカリ度が 3000，2000，1000，500，
250 mg/L（as CaCO3）の溶液を調製した．次に，希釈調製した炭酸ナトリウム水溶液を試験管に 1 ml
ずつ分注し，0.2 M HCl-KCl 緩衝液を 1 mlずつ添加し，そのときの pHを測定した．同様に 0.2 M酸
性リン酸緩衝液，0.2 Mマッキルベイン緩衝液についても添加したときの pHを測定した． 
 次に，BCYE寒天培地から寒天と活性炭末を除いて調製したBYE液体培地に酸性緩衝液を添加
したときの pHの変化を調べた．200 mlのビーカーに 100 mlのBYE液体培地を入れてマグネチッ
クスターラーで攪拌しながら 0.2 M HCl-KCl 緩衝液を 100 lずつ添加し，そのときの pHを測定し






0.2 M HCl-KCl緩衝液（pH 2.2）および 0.2 M酸性リン酸緩衝液（pH 2.2）をそれぞれに 1 mlずつ混
合した．10 分間接触後，細菌数および pH を測定した．細菌数を測る際は，各酸処理緩衝液と 10
分間接触後，ただちに 1 mlを採取し，4 mlの 50 mMのリン酸緩衝液（pH 7）に添加し，pHの影響
を除去した．中和後の希釈試料を標準寒天培地で混釈して 37℃で培養し，6日後に細菌のコロニー
数を測定した．次に，レジオネラ属菌の培養検査時に検出不能の原因となる緑膿菌に対する酸処理
の効果を検証した．Pseudomonas aeruginosa IAM1514株を脱イオン水に懸濁し，菌数を 104 CFU/ml
に調製して 1 mlずつ 5本の滅菌済み試験管に分注した．0.2 Mリン酸緩衝液（pH 2.2，2.5，3.0，4.0，
5.0）をそれぞれ 1 mlずつ混合し，10分間接触させた後ただちに 1 mlを採取し，4 mlの 50 mMのリ
ン酸緩衝液（pH 7）に添加して中和した．中和後の希釈試料を標準寒天培地で混釈して 37℃で培養
し，2日後にP. aeruginosaのコロニー数を測定した．次に，レジオネラ属菌に対する酸処理の影響
を検証した．各レジオネラ属菌を脱イオン水に懸濁し，菌数を 103から 104 CFU/mlに調製して 1 ml
ずつ滅菌済み試験管に分注した．0.2 M酸性リン酸緩衝液（pH 2.2）を 1 mlずつ混合し，5，10，20
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縮法により 100倍に濃縮した．遠心条件は 6400  gで 15℃，30分間とした．遠心上清はデカンテー
ションで除去し，沈殿物を 4 mlの滅菌脱イオン水で再懸濁して 100倍濃縮液とした．100倍濃縮液
を 1 mlずつ滅菌小試験管に分注し，等量の酸性緩衝液を加えて酸処理した．10分後に 200 lを採












た．次に，冷却塔水，温泉水と各酸性緩衝液を等量混合したときの pH を表 2-3 に示す．この結果
からHCl-KCl緩衝液を用いて冷却塔水や温泉水を酸処理した場合，処理液の pHの範囲が広く（2.4
から 7.2），試料によっては十分な pHの低下が認められないことが明らかとなった．次に，試料水
のアルカリ度が酸処理に与える影響を表 2-4に示す．全アルカリ度が 2000 mg/Lの溶液を酸処理し













衝液よりも pHが低く維持されており，この結果は表 2-3および 2-4の結果と一致した．次にBYE
液体培地に各酸性緩衝液を加えたときのpHの変化を図 2-2に示す．マッキルベイン緩衝液はBYE
液体培地の pHを最も低下させ，100 mlのBYE液体培地に対して約 0.5 mlのマッキルベイン緩衝
液の添加でBYE液体培地の pHは 6.8以下になった．一方，酸性リン酸緩衝液はマッキルベイン緩
衝液と比較してBYE培地の pHを低下させず，100 mlのBYE液体培地に対して約 2 mlの酸性リ












した．図 2-3は異なる pHの溶液中でのP. aeruginosaの生存曲線を示す．P. aeruginosaは pH 2.2で
10分間または pH 2.5で 20分間の処理で検出されなくなった．しかし，pH 3.0では酸処理効果が弱










が見られた．また，表 2-7は 100倍濃縮検体をそれぞれの酸性緩衝液で酸処理する前後の pHの比






表2-1  試験に用いた細菌株 
Organism Serogroup Source 
Legionella pneumophila 1 ATCC33152
 a
 
Legionella micdadei ― ATCC33218 
Legionella gormanii ― ATCC33297 
Legionella longbeachae 1 ATCC33462 
L. pneumophila 1 CT
 b
 
L. pneumophila 2 Spa
 c
 
L. pneumophila 3 Spa 
L. pneumophila 4 Spa 
L. pneumophila 5 Spa 
L. pneumophila 6 Spa 
L. pneumophila 7 CT 
L. pneumophila 8 CT 
Legionella jordanis ― CT 
Legionella dumoffii ― Spa 
Pseudomonas aeruginosa ― IAM1514 d 
a American Type Culture Collection.   
b Isolated from cooling tower water samples.   
c Isolated from spa water samples.   
d IAM Culture Collection, Center for Cellular and Molecular Research, Institute of 
Molecular and Cellular Bioscience, The University of Tokyo.   








  Spa water
 b
 
Mean Range  Mean Range 
pH 8.2 6.4-9.4  7.0 2.0-8.8 
Electrical conductivity (mS/m)  80 1.4-270   540 37-3700 
Total hardness (mg/L as CaCO3) 250 2-1300  1100 19-9900 
Total alkalinity (mg/L as CaCO3) 180 2-560   150 0-1700 
Chloride (mg/L)  77 2-570  1600 2-15000 
a n = 32 from different cooling towers 









  Spa water
 b
 
Mean Range  Mean Range 
HK
 c
 2.9 2.4-6.2  3.1 2.5-7.2 
PB
 d
 2.3 2.2-2.4  2.3 2.3-2.5 
MB
 e
 2.3 2.3-2.4  2.3 2.3-2.6 
a n = 32 from different cooling towers 
b n = 13 from different spas 
c Treatment with 0.2 M HCl-KCl buffer (pH 2.2) 
d Treatment with 0.2 M acid-phosphate buffer (pH 2.2) 















6000 7.4 5.8 3.4 
3000 7.1 3.2 2.9 
2000 6.9 2.7 2.7 
1000 6.5 2.5 2.6 
500 5.8 2.4 2.5 
250 2.9 2.3 2.4 
a Total alkalinity (mg/L as CaCO3) 
b Treatment with 0.2 M HCl-KCl buffer (pH 2.2) 
c Treatment with 0.2 M acid-phosphate buffer (pH 2.2) 





表2-5  HCl-KCl緩衝液と酸性リン酸緩衝液の酸処理効果の比較 
Sample 
















Spa 1 8.0 120 2.9  10
4
  2.6  4  10  2.3 < 10 
Spa 2 8.5 460 2.5  10
5
  5.5 9.6  10
4
  2.4 < 10 
Spa 3 7.7 110 9.9  10
6
  2.6 1.0  10
2
  2.3 8  10 
Spa 4 8.0 110 2.7  10
2
  2.6 < 10  2.3 < 10 
Spa 5 9.0 350 2.3  10
2
  3.8  8  10  2.4 < 10 
CT 6 7.5  32 4.0  10
5
  2.5 < 10  2.3 < 10 
CT 7 8.5 190 1.4  10
3
  2.7  1  10  2.3 1  10 
CT 8 8.2 120 9.6  10
3
  2.6 < 10  2.3 < 10 
a Treatment with 0.2 M HCl-KCl buffer (pH 2.2)   
b Treatment with 0.2 M acid-phosphate buffer (pH 2.2)   












Positive  52  58 
Negative 104 101 
Overgrowth
 c
   5   2 
Total 161 161 
a Treatment with 0.2 M HCl-KCl buffer (pH 2.2)   
b Treatment with 0.2 M acid-phosphate buffer (pH 2.2)   














Range 4.6-8.4 2.4-5.8 2.2-2.4 
Mean 7.1 2.5 2.3 
a No treatment (before treatment with the acid buffers) 
b Treatment with 0.2 M HCl-KCl buffer (pH 2.2) 






















































図2-3  Puseudomonas aeruginosaの生存に対するpHの影響 






















図2-4-A  レジオネラ属菌に対する0.2 M酸性リン酸緩衝液(pH 2.2)の影響 
○, L. pneumophila ATCC33152; ●, L. micdadei ATCC33218;  
□, L. gormanii ATCC35297; ■, L. longbeachae ATCC33462;  
△, L. pneumophila serogroup 1; ▲, L. pneumophila serogroup 2;  





















図2-4-B  レジオネラ属菌に対する0.2 M酸性リン酸緩衝液(pH 2.2)の影響 
○, L. pneumophila serogroup 4; ●, L. pneumophila serogroup 5;  
□, L. pneumophila serogroup 6; ■, L. pneumophila serogroup 7;  
△, L. pneumophila serogroup 8; ▲, L. jordanis;  























図2-5  HCl-KCl緩衝液（HK）と酸性リン酸緩衝液（PB）による前処理後のレジオネラ属菌数の 
比較（n = 63） 
 
  
y = 1.1171x + 2.2191 

























































は良く一致しており，アルカリ度が 2000 mg/L未満では酸性リン酸緩衝液の方が pHを低下させる
効果が高く，逆にアルカリ度が 2000 mg/L以上だとマッキルベイン緩衝液の方が pHを低下させる
効果が高いことを示している．また，図 2-2の結果は酸性リン酸緩衝液の方がマッキルベイン緩衝
液よりもBYE液体培地の緩衝能で中和されやすいことを示しており，200 lの酸性リン酸緩衝液
を 10 mlのBCYE培地やGVPC培地に接種しても，培地の pHは 6.8程度に保たれるだろう．Pine et 
al.（1979）はクエン酸がL. pneumophilaの発育を強く阻害すると報告しており，一方リン酸は微生
物に対する毒性が低いため（Stanier et al., 1986），生物学において緩衝液として多用される．したがっ
て，レジオネラ属菌の培養検査の酸処理に用いる酸性緩衝液として，酸性リン酸緩衝液を選択する
ことが最も適切だと判断した． 







理後の pH が 5.8 だったため，夾雑微生物の発育を抑制できずにレジオネラ属菌が検出不能となっ
たが，同一試料水を酸性リン酸緩衝液で酸処理すると pH が 2.4 まで低下し，夾雑微生物の発育を
強く抑制したことにより，652個のレジオネラ属菌のコロニーが培地上に発育した． 




























レジオネラ属菌は Legionella pneumophila Philadelphia-1 ATCC33152，Legionella bozemanii 
ATCC33217，Legionella longbeachae ATCC33462，Legionella micdadei ATCC33218，Legionella gormanii 











500 lの培養液を 50 mlの新しいBYE液体培地に接種し（およそ 106 cells/ml），培養液を調製した．
各抗真菌剤のDMSO溶液（5 l）を 48穴マイクロプレートに添加し，調製したレジオネラ属菌の









地（GVP培地に 80 mg/Lのシクロヘキシミドを添加），GVPA培地（GVP培地に 80 mg/Lのアン
ホテリシンBを添加），GVPG培地（GVP培地に 80 mg/Lのグリセオフルビンを添加），GVPT
培地（GVP培地に 40 mg/Lのチアベンダゾールを添加）は糸状菌の発育抑制能評価に用いた．ま



















リウム水溶液を 1 ml添加し，高圧蒸気滅菌（121℃，20 min）した 500 mlのポリプロピレン容器を
用い，採水後は冷蔵保存して速やかに検査した．レジオネラ属菌の検査方法は ISO 11731の検査方
法に準じた．採水した冷却塔水を遠心濃縮（6400  g, 30 min）で 100倍に濃縮し，100倍濃縮試料

















に熱処理と酸処理を組み合わせる前処理法（春日ら, 1999）を用いた．冷蔵保存しておいた 100 倍
濃縮試料を熱処理（50℃，30 min）した後，等量の 0.2 M酸性リン酸緩衝液（pH 2.2）を加え，室温







表3-1  CAT選択培地の組成 
ACES
 a
 10 g 
KOH 3 g 
yeast extract 10 g 
-ketoglutaric acid 1 g 
glycine 3 g 
activated charcoal 2 g 
agar 15 g 
L-cysteinehydrochloride
 b
 400 mg 
ferric pyrophosphate
 b
 250 mg 
vancomycin
 b
 5 mg 
polymyxin B
 b
 100000 units 
cycloheximide
 b
 80 mg 
amphotericin B
 b
 80 mg 
thiabendazole
 b
 40 mg 
deionized water up to 1000 ml 
pH 6.9  0.1 
a N-(2-Acetamido)-2-aminoethanesulfonic acid   









Legionella pneumophila ATCC33152，L. bozemanii ATCC33217，L. longbeachae ATCC33462，L. micdadei 
ATCC33218，L. gormanii ATCC 33297，L. anisa ATCC35292に対するシクロヘキシミド，アンホテリ
シンB，グリセオフルビン，チアベンダゾールの抗菌活性を評価したところ，チアベンダゾールは
レジオネラ属菌に対し弱い活性（MICが 100から 200 g/ml）を示したが，100 g/ml未満ではレジ
オネラ属菌に対し抗菌活性を示さなかった．一方，シクロヘキシミド，アンホテリシンB，グリセ

















した．表 3-3は 4種類の選択培地を用いたL. pneumophilaの検出結果を示す．CAT培地は 10株す
べての糸状菌の発育を完全に抑制し，L. pneumophilaを検出できた．一方，GVPCは 7株，GVPA
は 2株，GVPTは 6株の糸状菌が発育し，L. pneumophilaの検出が妨げられた．Fusarium sp. M5株
に対する各培地の発育抑制能を図 3-1に示す．このように，シクロヘキシミド，アンホテリシンB，
チアベンダゾールの組み合わせは糸状菌に対し相乗効果を示すことが示された．次に，CAT培地
























使用で検出不能率が 6.5%から 0.2%に約 30分の 1以下に低減し，浴槽水ではCAT培地の使用で検











GVP GVPC GVPA GVPG GVPT 
Penicillium sp. M1 ＋＋ ＋＋ － ＋＋ ＋＋ 
Trichoderma sp. M2 ＋＋ － ＋ ＋＋ － 
Aspergillus sp. M3 ＋＋ － － ＋＋ ＋＋ 
Penicillium sp. M4 ＋＋ ＋＋ ＋ ＋＋ － 
Fusarium sp. M5 ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ 
Aspergillus sp. M6 ＋＋ ＋＋ ＋ ＋＋ ＋＋ 
Aspergillus sp. M7 ＋＋ ＋＋ － ＋＋ ＋＋ 
Aspergillus sp. M8 ＋＋ ＋＋ － ＋＋ ＋＋ 
Penicillium sp. M9 ＋＋ ＋＋ － ＋＋ ＋＋ 
Penicillium sp. M10 ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ － 







表3-3  各種選択培地によるL. pneumophilaの検出 
Strain 
CFU of L. pneumophila per plate on  
GVPC GVPA GVPT CAT 
Penicillium sp. M1 23 42 OG 52 
Trichoderma sp. M2 42 26 39 35 
Aspergillus sp. M3 19 26 OG 41 
Penicillium sp. M4 OG
 a
 15 18 16 
Fusarium sp. M5  6 OG 12 44 
Aspergillus sp. M6  4 17 OG 39 
Aspergillus sp. M7 OG 22 OG 22 
Aspergillus sp. M8 OG 20 OG 31 
Penicillium sp. M9 OG 32 OG 35 
Penicillium sp. M10 OG OG 35 30 










% Recovery of Legionella cells on
 a
 
BCYE GVPC CAT 
L. pneumophila ATCC33152 2  10
3
 100 74 78 
L. bozemanii ATCC33217 1  10
3
 100 10 14 
L. longbeachae ATCC33462 3  10
3
 100 85 83 
L. micdadei ATCC33218 6  10
3
 100 71 83 
L. gormanii ATCC33297 4  10
3
 100  4  3 
L. anisa ATCC35292 2  10
2
 100 40 44 
a The value shows the percentage of CFU of Legionella (two replicate plates) when the CFU on 








Number of samples 
Total 
Cooling tower water Bath water 
< 10  37012 (72.3%) 46491 (86.5%) 83503 (79.6%) 
10-90 4413 (8.6%) 4587 (8.5%) 9000 (8.6%) 
100-990 3206 (6.3%) 1451 (2.7%) 4657 (4.4%) 
1000-9900 2340 (4.6%) 559 (1.0%) 2899 (2.8%) 
> 10000 876 (1.7%) 110 (0.2%) 986 (0.9%) 
Unknown
 a
 3337 (6.5%) 520 (1.0%) 3857 (3.7%) 
Total 51184 
 
53718  104902  
a “Unknown” indicates that the presence of Legionella is unknown due to the overgrowth of 










Number of samples 
Cooling tower water  Bath water 
GVPC CAT  GVPC CAT 
< 10  1532 (45.9%) 2358 (70.7%)  230 (44.2%) 349 (67.1%) 
10-90 298 (8.9%) 382 (11.4%)  37 (7.1%) 77 (14.8%) 
100-990 177 (5.3%) 258 (7.7%)  14 (2.7%) 27 (5.2%) 
1000-9900 123 (3.7%) 155 (4.6%)  9 (1.7%) 11 (2.1%) 
> 10000 63 (1.9%) 88 (2.6%)  7 (1.3%) 6 (1.2%) 
Unknown
 a
 1144 (34.3%) 96 (2.9%)  223 (42.9%) 50 (9.6%) 
Total 3337 
 
3337   520 
 
520  
a “Unknown” indicates that the presence of Legionella is unknown due to the overgrowth of 







図3-1 糸状菌（Fusarium sp. M5）に対する各種選択培地の発育抑制能． 
写真はFusarium sp. M5とL. pneumophila ATCC33152を混合して37℃で8日間培養後の状
況を示す． 
A) GVPC, containing 80 g/ml of cycloheximide 
B) GVPA, containing 80 g/ml of amphotericin B 
C) GVPT, containing 40 g/ml of thiabendazole 







図3-2 GVPCおよびCAT選択培地で検出したレジオネラ属菌数の比較（n = 52）． 
  
y = 0.9623x + 1.0251 












































































量が多い（バンコマイシンの添加量はGVPC培地が 1 mg/L，CAT培地が 5 mg/L，ポリミキシンB
の添加量はGVPC培地が 80000 units/L，CAT培地が 100000 units/L）ため夾雑微生物の抑制能が高
いが，レジオネラ属菌の検出に影響がないことを確認するため両培地で検出したレジオネラ属菌数




水 206検体）と，いずれかの培地で検出不能だった 1381検体（冷却塔水 1155検体，浴槽水 226検















（n = 811）． 
  
y = 0.8229x + 0.2055 











































Legionella counts by GVPC agar 
(Log CFU/100 ml) 
< 1 
< 1 < 1 
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第 3部 遺伝子検出法によるレジオネラ属菌検査の迅速化および高精度化 
 






そのため，環境水検査においてPCR法は培養法よりも陽性率が高い傾向にある（Ng et al., 1997）． 




亜塩素酸ナトリウム水溶液での 5分間処理（Prince and Andrus, 1992）や，100 mg/Lの次亜塩素酸系





 また，比較的新しい遺伝子増幅法であるLoop-mediated isothermal amplification（LAMP）法は，レ
ジオネラ属菌の検出に関する検討も進んでおり（安中, 2003; 安中ら, 2003; 安中ら, 2004），PCR法
よりも操作が簡便で，迅速性，精確性が PCR 法より優れるとされる（表 4-1）．そこで，浴槽水の






表4-1  LAMP法およびPCR法の比較 
Parameter LAMP method PCR method 
Polymerase Bst DNA polymerase Taq DNA polymerase 
Primers Four primers Two primers 
Reaction temperature Isothermal Three steps 
Reaction time Within 1 h About 2 h 











トルずつ入れ，Legionella pneumophila ATCC33152株をおよそ 107 CFU/100 mlとなるように添加して
試験水とした．試験水に 12%次亜塩素酸ナトリウム溶液（キシダ化学）を添加し，それぞれの試験
水中の遊離残留塩素濃度を 10，1および 0.2 mg/Lに調製した．室温で撹拌しながら 10，30，60，120，











ものは 950 ml）加えて，L. pneumophila ATCC33152株をおよそ 107 CFU/100 mlとなるようにそれぞ
れ調製し試験水とした．それに，31%過酸化水素水を 50 g（過酸化水素濃度は 15500 mg/L），50%
グルタルアルデヒド水溶液を 40 mg（グルタルアルデヒド濃度は 20 mg/L），CMI 10%製剤を 20 mg
（CMI濃度は 2 mg/L），BNPDを 10 mg（BNPD濃度は 10 mg/L）それぞれに添加した．これらを室
温で放置し，24時間後および 48時間後に，滅菌済みの 500 mlのポリプロピレン製容器に 500 ml
ずつ採水した． 
 
4.1.3 試料水の濃縮および培養法，PCR法によるL. pneumophilaの検出 
 
採水した 500 ml全量をセルロースアセテート製のメンブレンフィルタ （ー孔径0.45 m，47 mm，
アドバンテック）で吸引ろ過し，続けて 50 mlの滅菌脱イオン水をろ過してメンブレンフィルター
をすすいだ．ろ過したメンブレンフィルターを 50 mlのスクリューキャップ付き遠心沈殿管に入れ
て，滅菌脱イオン水を 5 ml添加し，ボルテックスタイプミキサーで 5分間撹拌してフィルター捕捉




滅菌試験管に分注した 100倍濃縮液 100 lを前処理せずにGVPC培地（Dennis et al., 1984a）に接
種し，37℃で 6日間培養してGVPC培地上に形成したL. pneumophilaのコロニーを計数した． 
DNAの抽出はBeige et al.（1995）の結核菌からのDNA抽出方法を参考にした．2 mlの 100倍濃
縮液を遠心し（14000  g，10 min，4℃），上清を 1960 l除去して 50 mM水酸化ナトリウム溶液を
50 l添加した．ボルテックスタイプミキサーで撹拌後，沸騰水（100℃）に浸けて 15 min煮沸，直
ちに沸騰水中からチューブを取り出し氷冷後，8 lの 1 M Tris-HCl緩衝液（pH 7）を添加して中和
した．再度遠心し（14000  g，10 min，4℃）上清をDNA溶液とした． 
PCRの反応液はTaKaRa Ex TaqTM Hot Start Version（タカラバイオ）を用いて調製した．反応液 1
本あたり，33.75 lの滅菌超純水，5 lの 10  Ex Taq buffer，4 lの dNTPs（各 2.5 mM），1 lのForward 
primer（10 M，LEG-448-A，5’-GAG GGT TGA TAG GTT AAG AGC-3’, Yamamoto et al., 1993），1 l
のReverse primer（10 M，LEG-854-B，5’-CGG TCA ACT TAT CGC GTT TGC T-3’ , Yamamoto et al., 
1993）， 0.25 lのEx Taq polymerase（5 U/l）を混合し，DNA溶液を 5 l添加して全量を 50 lと
した．反応液はサーマルサイクラ （ーGeneAmp 9700，Applied Biosystems）を用いて増幅反応を行っ
た．反応条件は 95℃で 30 s，65℃で 30 s，72℃で 60 sを 40サイクルとした．増幅産物はアガロー
スゲル（1.5%）で電気泳動して，泳動後のゲルをSYBR Green I（BMP）で染色し，254 nmのトラ




浴槽水は 2003 年 7月から 9月にかけて全国のホテル・旅館，公衆浴場，リゾート施設，企業の
寮・保養所，老人福祉施設などの 100箇所の浴槽から採取した．100検体の浴槽水の内訳は，原水
として温泉水を使用しているものが 49検体，水道水や井戸水を使用しているものが 51検体であっ
た．また，2004年 6月から 2012年 4月にかけて全国のホテル・旅館，公衆浴場，リゾート施設，
企業の寮・保養所，老人福祉施設，スポーツクラブなどから 2393 検体の浴槽水を採取した．採水





試料水の濃縮は 4.1.3に従った．滅菌小試験管に分注した 1 mlの 100倍濃縮液に 1 mlの 0.2 M酸








 DNA の抽出および PCR 法による検出方法は 4.1.3 に従った．LAMP 法によるレジオネラ属菌の
検出は，レジオネラ属菌検出用 LAMP 法試薬（栄研化学，現在市販されている Loopamp レジオ
ネラ検出試薬キットEと同等品）を用いた．キット添付の反応液 20 l（Bst DNA polymeraseを含む）
にDNA抽出液を 5 l加えて，全量 25 lの反応液を調製した．反応液はLoopamp リアルタイム






50 lのDNA溶液を採り，5 lの 3 M酢酸ナトリウム水溶液，125 lのエタノール（キシダ化学）
および 2 lのPellet Paint（Novagen）を加え，ボルテックスタイプミキサーで撹拌した．室温で 10 min
放置後，遠心して（14000  g，10 min，4℃）上清を注意深くマイクロピペットで除き，70%エタノー
ル水溶液を 500 l加えてボルテックスタイプミキサーで撹拌した．同様に遠心して上清を注意深く
マイクロピペットで除き，マイクロチューブのキャップを開けた状態でクリーンベンチ内に放置し，












4.2.1 塩素によるL. pneumophilaのDNAの分解 
 
塩素を添加したときのL. pneumophilaの検出結果を表 4-2，PCR検出時の電気泳動写真を図 4-1に
示す．培養法の結果は遊離残留塩素濃度 0.2 mg/L，接触時間 10 minを始めとし，全ての検体で生菌
は不検出であった．PCR 法の結果では，遊離残留塩素濃度 10 mg/L の場合 30 min 接触すると L. 
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4.2.2 塩素以外の殺菌剤によるL. pneumophilaのDNAの分解 
 
塩素以外の殺菌剤による試験結果を表 4-3，PCR 検出時の電気泳動写真を図 4-2 に示す．培養法
の結果は 24時間後ではBNPDが 60 CFU/100 ml検出された以外すべての検体で不検出，48時間後
















浴槽水 100 検体について，LAMP 法および PCR 法によってレジオネラ属菌を検出した結果を，
培養法の菌数分布とともに表 4-5に示す．培養法で不検出の 51検体のうち，LAMP法では 22検体
が陽性と判定され，PCR法では 20検体が陽性と判定された．また，培養法で 10から 90 CFU/100 ml
のレジオネラ属菌が検出された 24 検体については，LAMP 法では全て陽性と判定しており，PCR
法では 21検体を陽性と判定し 3検体を陰性と判定した．また，培養法で 100 CFU/100 ml以上のレ
ジオネラ属菌が検出された 25検体では，LAMP法は全て陽性，PCR法では 24検体が陽性で 1検体
が陰性であった．培養法陽性の検体でPCR法陰性の 4検体は全て温泉浴槽水だった．これら 4検体




は 8800 CFU/100 mlであり，茶褐色の沈殿物を多量に含んでいた．DNA精製後もPCR法で陰性と
























浄の条件は，次亜塩素酸ナトリウムを用いて遊離残留塩素濃度 500 mg/L以上で 1時間以上，浴槽設
備の水系内を循環させることを原則としているため，洗浄後の検体からは培養法でレジオネラ属菌





 Concentrations of residual free chlorine: 












Before treatment ＋＋＋ 1.7  107 ＋＋＋ 1.7  107 ＋＋＋ 1.7  107 
After 10 min ＋ < 10 ＋＋＋ < 10 ＋＋＋ < 10 
30 min － < 10 ＋＋＋ < 10 ＋＋＋ < 10 
60 min － < 10 ＋＋ < 10 ＋＋＋ < 10 
120 min － < 10 － < 10 ＋＋＋ < 10 
180 min － < 10 － < 10 ＋＋ < 10 
360 min － < 10 － < 10 ＋ < 10 
720 min － < 10 － < 10 ＋ < 10 
1440 min － < 10 － < 10 － < 10 
a Intensity of the amplified DNA band on the gel image is indicated in four grades:  





























Before treatment ＋＋＋ 9.8  106 ＋＋＋ 1.7  107 ＋＋＋ 1.7  107 ＋＋＋ 1.7  107 
After 24h － < 10 ＋＋＋ < 10 ＋＋＋ < 10 ＋＋＋  6  10 
48h － < 10 ＋＋＋ < 10 ＋＋＋ < 10 ＋＋＋ < 10 
a Hydrogen peroxide (15500 mg/liter) 
b Glutaraldehyde (20 mg/liter) 
c 5-Chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one (2 mg/liter) 
d 2-Bromo-2-nitropropane-1,3-diol (10 mg/liter) 
e Intensity of the amplified DNA band on the gel image is indicated in two grades: ＋＋＋, bright;  









No. of samples 
Bath water source 
Spa water Tap water 
< 10  51 22 (44.9%) 29 (56.9%) 
10-90  24 12 (24.5%) 12 (23.5%) 
100-990  16 11 (22.4%) 5 (9.8%) 
1000-9900   7 4 (8.2%) 3 (5.9%) 
> 10000   2 0 (0%) 2 (3.9%) 












LAMP  PCR 
positive negative  positive negative 
< 10  51 22 29  20 31 
10-90  24 24  0  21  3 
100-990  16 16  0  16  0 
1000-9900   7  7  0   7  0 
> 10000   2  2  0   2  0 
















a The value shows the percentage of detected 












Positive  292   29  321 
Negative  750 1322 2072 















Bath system 1 ＋ 4800  － < 10 
Bath system 2 ＋ 20  ＋ < 10 
Bath system 3 ＋ 550  － < 10 
Bath system 4 ＋ 10  － < 10 
Bath system 5 ＋ 30  － < 10 







図4-1 L. pneumophilaを遊離塩素処理したときのPCR検出結果 
 













M: 分子量マーカー（100 bp） 
A: 無処理 
B: 過酸化水素 (15500 mg/L) 
C: グルタルアルデヒド (20 mg/L)  
D: CMI (2 mg/L) 





























精製せずに検出できており，LAMP 法が PCR 法と比較して反応阻害物質の影響を受けにくいこと
を示唆する結果となった．血液中のPCR阻害物質として鉄イオンやカルシウムイオンが報告されて
いるが（Al-Soud and Rådström, 2001），これらは温泉浴槽水にも含まれている場合がある（表 4-6）．
また，土壌中のPCR阻害物質としてフミン酸，フルボ酸等の有機化合物が報告されているが（Watson 
and Blackwell, 2000），温泉浴槽水にもこれらの物質を含むものがあると推察する． 
培養法陽性検体のうちPCR法陰性となった残りの 3検体については，培養法で得られたレジオネ
ラ属菌数はそれぞれ 10から 60 CFU/100 mlと少ない菌数であり，DNA精製後もPCR法陰性であっ
たため，これら3検体がPCR法陰性となった原因はPCR阻害物質の影響とういよりも，むしろPCR
法の検出感度によるものと思われる．一方，LAMP法ではこれら3検体全てを陽性と判定しており，
本検討の手法による検出感度についてはおよそ 10 CFU/100 ml以上を検出することが示唆された．
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を LAMP 法で陰性と判定する割合は 1.2%（2393 検体中 29 検体）であった．その原因はレジオネ
ラ属菌数が少ない（10から 80 CFU/100 ml）こと，または温泉水中に含まれるLAMP反応阻害物質
の影響が考えられる．また，LAMP法レジオネラ検出試薬キットEで検出できないレジオネラ属菌

























ネラ属菌の生菌検出についても応用が進んでいる（Chang et al., 2009; Delgado-Viscogliosi et al., 2009; 
Chang et al., 2010; Chen et al., 2010; Qin et al., 2012）． 
 本章ではEMA処理した試料からDNAを抽出・精製して，定量PCR法によりレジオネラ属菌を









2012年 9月から 2012年 12月にかけて日本各地のビルや工場等の冷却塔から冷却塔水 95検体，
温浴施設や宿泊施設，スポーツクラブ等から浴槽水 111検体を採水した．採水には 25%チオ硫酸ナ






径 0.45 m，セルロースアセテート製，アドバンテック）または遠心（6400×g，30 min）により 100
倍に濃縮し，その一部（500 l）を培養検査に用い，残りは qPCR，EMA-qPCR による検出のため
の試料とした．100倍濃縮試料に等量の 0.2 M酸性リン酸緩衝液（pH 2.2）を加え，室温で放置した．













EMA試薬としてViable Legionella Selection Kit for PCR Ver. 2.0（タカラバイオ）を用い，処理方法
は添付の取扱説明書に従った．浴槽水，冷却塔水の 100倍濃縮液の 1 mlを 1.5 mlのマイクロチュー
ブに分注し，14000  gで 10 min遠心して上清を 960 l除去した．試薬Aを 10 l添加してボルテッ
クスタイプミキサーで混合した． 2倍に希釈した試薬Bを 5 l添加してボルテックスタイプミキ
サーで混合し，室温の遮光下で 15 min放置後にLED CrossLinker 12（タカラバイオ）にセットして






PCRの反応液はCycleave PCR Legionella (16S rRNA) Detection Kit（タカラバイオ）を用いて調製し
た．添付の取扱説明書に従い，反応液を 0.2 mlの PCRチューブに調製し，精製 DNA溶液を 5 l
添加して全量を 25 lとした．反応液はThermal Cycler Dice Real Time System II（タカラバイオ）を
用いて増幅反応を行った．反応条件は 95℃で 10 sの熱変性の後，95℃で 5 s，55℃で 10 s，72℃で






EMA処理が適切に行われたかどうかをControl Test Kit（Vaiable bacteria selection，タカラバイオ）
を用いて評価した．EMA試薬であるViable Legionella Selection Kit for PCR Ver. 2.0には，あらかじめ
人工の Control DNA が添加されており，EMA 処理が阻害されることなく行われた場合は，この
Control DNAもEMAにより修飾を受けるので，PCRでの増幅が不能になる．Control Test Kitはこの
Control DNAをPCR増幅するための試薬で，増幅が認められた場合はEMA処理が不完全だったと
判断できる．Control Test Kit添付の取扱説明書に従い，反応液を 0.2 mlのPCRチューブに調製し，
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精製DNA溶液を 5 l添加して全量を 25 lとした．反応液はThermal Cycler Dice Real Time System II
を用いて増幅反応を行った．反応条件は 95℃で 10 sの熱変性の後，95℃で 5 s，55℃で 10 s，72℃










ての株はL. pneumophila（30検体中 30検体，100%）と同定された． qPCR法でレジオネラ属菌が
検出したのは 85 検体（77%），EMA-qPCR 法でレジオネラ属菌が検出したのは 49 検体（44%）で
あった．内部対照のDNAは全ての試料で増幅しており，PCR阻害物質の影響は認められなかった．
培養法不検出の 81検体のうち，qPCRでは 56検体，EMA-qPCRでは 23検体が陽性だった．すな
わち，EMA処理により培養法陰性，qPCR陽性の不一致数が 56検体から 23検体に半分以下に減少









いた．82 検体の冷却塔水から培養法でレジオネラ属菌が検出したのは 27 検体（33%）で，これら
の株はL. pneumophila （27検体中 20検体，74%），L. pneumophilaと L. quinlivanii （27検体中 1検体，
4%），L. pneumophila と L. gratiana （27 検体中 1 検体，4%），L. feeleii （27 検体中 2 検体，7%），L. 










冷却塔水 48検体のEMA処理効果をControl Test Kitで調べたところ，33検体（69%）がEMA処
理不完全であった．よって，冷却塔水ではEMA処理自体が阻害されるため，EMA処理効果が得ら
れないことが示唆された．しかし，Control Test KitでEMA処理効果が認められた 15検体のうち，









No. of samples 
PCR  EMA-PCR 
Positive Negative  Positive Negative 
< 10  81 (73.0%)  56 (65.9%)  25 (96.2%)   23 (46.9%)  58 (93.5%) 
10-40  14 (12.6%)  13 (15.3%)   1 (3.8%)   10 (20.4%)   4 (6.5%) 
50-90   2 (1.8%)   2 (2.4%)   0 (0%)    2 (4.1%)   0 (0%) 
100-990  11 (9.9%)  11 (12.9%)   0 (0%)   11 (22.4%)   0 (0%) 
1000-9900   3 (2.7%)   3 (3.5%)   0 (0%)    3 (6.1%)   0 (0%) 









No. of samples 
PCR  EMA-PCR 
Positive Negative  Positive Negative 
< 10  55 (67.1%)  53 (66.2%)   2 (100%)   53 (66.2%)   2 (100%) 
10-100  13 (15.9%)  13 (16.2%)   0 (0%)   13 (16.2%)   0 (0%) 
100-990   7 (8.5%)   7 (8.8%)   0 (0%)    7 (8.8%)   0 (0%) 
1000-9900   4 (4.9%)   4 (5.0%)   0 (0%)    4 (5.0%)   0 (0%) 
10000-99000   3 (3.7%)   3 (3.8%)   0 (0%)    3 (3.8%)   0 (0%) 





















場合 10から 30 CFU/100 mlの検体を 4試料陰性と判定した．これらの菌数は培養法の検出下限（10 
CFU/100 ml）に近く，確率論的に陰性となった可能性が高いと判断できるため，qPCR法の検出下








図 5-1 浴槽水から qPCR法と EMA-qPCR法で検出したレジオネラ属菌遺伝子の定量値の比較．
(A) EMA処理なし．(B) EMA処理あり． 
  
y = 0.4742x - 0.4471 









































Concentration of Legionella 16S rRNA gene by qPCR 
(Log copies/100 ml) 
y = 0.3532x + 0.3917 









































Concentration of Legionella 16S rRNA gene by EMA-qPCR 









(A) EMA処理なし．(B) EMA処理あり． 
  
y = 0.2875x - 0.3282 









































Concentration of Legionella 16S rRNA gene by qPCR 
(Log copies/100 ml) 
y = 0.2639x - 0.1654 









































Concentration of Legionella 16S rRNA gene by EMA-qPCR 
























2012年 11月から 2014年 1月にかけて，ビルや工場の冷却塔，および宿泊施設やスポーツクラブ
の浴槽から冷却塔水（6試料），浴槽水（3試料）を採水した．試料の詳細は表 6-1に示す．採水に






径 0.45 m，セルロースアセテート製，アドバンテック）または遠心（6400×g，30 min）により 100
倍に濃縮し，その一部（500 l）を培養検査に用い，残りはEMA-qPCR法による検出およびクロー
ンライブラリー作製のためのPCRに用いた．100倍濃縮試料に等量の 0.2 M酸性リン酸緩衝液（pH 













EMA試薬としてViable Legionella Selection Kit for PCR Ver. 2.0（タカラバイオ）を用い，処理方法
は添付の取扱説明書に従った．浴槽水，冷却塔水の 100倍濃縮液の 1 mlを 1.5 mlのマイクロチュー
ブに分注し，14000  gで 10 min遠心して上清を 960 l除去した．試薬Aを 10 l添加してボルテッ
クスタイプミキサーで混合した．2倍に希釈した試薬Bを5 l添加してボルテックスタイプミキサー
で混合し，室温の遮光下で15 min放置後にLED CrossLinker 12（タカラバイオ）にセットして 15 min
光照射した． 
 DNA抽出はBeige et al.（1995）の方法を参考にした．1 mlの 100倍濃縮液を遠心し（14000  g，
10 min，4℃），上清を 950 l除去して 50 mM水酸化ナトリウム溶液を 50 l添加した．ボルテック
スタイプミキサーで撹拌後，95℃のヒートブロックで 15 min加熱した．8 lの 1 M Tris-HCl緩衝液
（pH 7）を添加して中和した．再度遠心し（14000  g，10 min，4℃）上清をDNA溶液とした．得
られたDNA溶液全量をNucleoSpin gDNA Clean-up kit（タカラバイオ）で精製し，50 lの精製DNA
を得た． 
 
6.1.4 レジオネラ属菌およびL. pneumophilaのDNA定量 
 
はじめに qPCRに用いる陽性対照を調製した．あらかじめBCYE培地で培養（30℃，2日間）し
ておいたL. pneumophila ATCC33152株を 100 lの滅菌蒸留水に懸濁した．100 lの 50 mM NaOH溶
液を添加して 95℃のヒートブロックで 15 min加熱し，16 lの 1 M Tris-HCl緩衝液（pH 7）を加え
中和してDNA抽出液を得た．DNA抽出液中に混在するRNAを除去するためにRNase A（タカラ
バイオ）で処理した後，NucleoSpin gDNA Clean-up kit（タカラバイオ）で添付の取扱説明書に従っ
て精製し，100 lの精製DNA溶液を得た．精製DNA溶液はGeneQuant pro（amersham pharmacia 
biotech）でDNA濃度を定量し，TE（1 M Tris-HCl，1 mM EDTA）溶液で 20 pg/lに希釈した．これ
を TE 溶液で 10 倍の段階希釈列を調製して陽性対照とし，Cycleave PCR Legionella (16S rRNA) 
Detection Kit（タカラバイオ）を用いて，16S rRNA遺伝子のコピー数に換算した． 
 環境水中に生息するレジオネラ属菌のうちL. pneumophilaの存在比率を求めるために，レジオネ
ラ属菌の DNA と L. pneumophila の DNA をそれぞれ qPCR 法で定量した．レジオネラ属菌の 16S 
rRNA遺伝子はLEG-225F（5’- AAG ATT AGC CTG CGT CCG AT -3’）とLEG-858R（5’-GTC AAC TTA 
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TCG CGT TTG CT-3’）をレジオネラ属菌特異的プライマー（Miyamoto et al., 1997）として，L. 
pneumophilaのmip遺伝子はLmipL920（5'-GCT ACA GAC AAG GAT AAG TTG-3'）とLmipR1548
（5'-GTT TTG TAT GAC TTT AAT TCA-3'）をL. pneumophila特異的プライマ （ーMahbubani et al., 1990）
として用いた．PCRの反応液はTaKaRa Ex Taq Hot Start Version（タカラバイオ）を用いて調製した．
反応液 1本あたり，16.45 lの滅菌超純水，3 lの 10  Ex Taq buffer，2.4 lの dNTPs（2.5 mM），1 l
のForward primer，1 lのReverse primer，1 lのSYBR Green I（Lonza）の 1000倍希釈ジメチルス
ルホキシド溶液，0.15 lのEx Taq polymerase（5 U/l）を混合し，DNA溶液を 5 l添加して全量を
30 lとした．反応液はThermal Cycler Dice Real Time System II（タカラバイオ）を用いて増幅反応を
行った．反応条件は 95℃で 2 minの熱変性の後，95℃で 15 s，65℃で 30 s，72℃で 60 sを 45サイク
ルとし，続けて融解曲線分析のために 50℃から 95℃まで 10 sに 0.5℃の割合で増加させた．検出は
1波長の蛍光検出（FAM）とした．レジオネラ属菌のDNAとL. pneumophilaのDNAは陽性対照か
ら得たそれぞれの検量線（図 6-1）から算出し，L. pneumophilaの存在比率を求めた．クローニング
のためのPCRのサイクル数は，PCRのバイアスを少なくするために（Nishizawa et al., 2008），qPCR





を用いて増幅した．PCRの反応液はTaKaRa Ex Taq Hot Start Version（タカラバイオ）を用いて調製
した．反応液 1本あたり，17.45 lの滅菌超純水，3 lの 10  Ex Taq buffer，2.4 lの dNTPs（2.5 mM），
1 lのForward primer，1 lのReverse primer，0.15 lのEx Taq polymerase（5 U/l）を混合し，DNA
溶液を 5 l添加して全量を 30 lとした．反応液はThermal Cycler SP（タカラバイオ）を用いて増
幅反応を行った．反応条件は 95℃で 2 minの熱変性の後，95℃で 15 s，65℃で 30 s，72℃で 60 sを
6.1.4 で決定したサイクル数とした．PCR増幅産物は 1.5%アガロースゲル電気泳動で増幅産物のサ
イズ（650 bp）と特異性を確かめた．特異性が認められた PCR増幅産物はQIAquick PCR purification 
kit（Qiagen）で精製した．精製した増幅産物はMighty TA-cloning kit（タカラバイオ）を用い，取扱
説明書に従い pMD20-T vectorにライゲーションした．そして，E. coli DH5 Competent Cells（タカ
ラバイオ）を用い，取扱説明書に従って形質転換してクローンのプラスミド DNA を得た．目的の
塩基配列はM13 primer RV（5’-CAG GAA ACA GCT ATG ACC-3’）またはM13 primer M4（5’-GTT TTC 
CCA GTC ACG AC-3’）および BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit（Applied 
Biosystems）を用いて，取扱説明書に従ってシークエンス反応を行い，Applied Biosystems 3013xl 








用いてカットオフレベルを 0.01 として計算した．レアファクション曲線は FastGroupII
（http://fastgroup.sdsu.edu）を用いて 99%以上の類似度を持つ配列で作製した． 
 














Cooling tower waters    
CTW-A 
a building  
in Niigata 
no treatment none November 6, 2012 
CTW-B a plant in Tokyo 




< 0.1 mg/L (CMI) February 7, 2013 
CTW-C 






< 0.1 mg/L (CMI) February 14, 2013 
CTW-G 
a factory  
in Saitama 
continuous supply  
of CMI 
< 0.1 mg/L (CMI) December 3, 2013 
CTW-H 
a building  
in Kanagawa 
continuous supply  
of CMI 
< 0.1 mg/L (CMI) January 17, 2014 
CTW-I 
a factory  
in Fukuoka 
continuous supply  
of stabilized chlorine 
2.0 mg/L (total chlorine) November 29, 2013 
Bath waters   
 
BW-D 
a sports club  
in Kanagawa 
continuous supply  
of free chlorine 
1.0 mg/L (free chlorine) March 21, 2013 
BW-E a hotel in Miyagi 
continuous supply  
of free chlorine 
no data (free chlorine) April 23, 2013 
BW-F 
a sports club  
in Osaka 
continuous supply  
of free chlorine 
0.5 mg/L (free chlorine) May 15, 2013 
a 5-Chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one 







図6-1 16S rRNA geneとmip geneの定量PCR法による検量線．Legionella spp. (16S rRNA gene)
とL. pneumophila (mip gene) の遺伝子量をそれぞれ定量し，次式により各試料中のL. pneumophila
のDNA量の比率を求めた． 
%L. pneumopnila = [(qPCR value of L. pneumophila) / (qPCR value of Legionella spp.)] × 100 
  
Legionella spp. (16S rRNA gene) 
y = -3.472Log(x) + 25.17 
R² = 0.998 
L. pneumophila (mip gene) 
y = -3.830Log(x) + 30.33 












































法によるレジオネラ属菌の 100 mlあたりの定量値は 10未満から 7.6  104 CFUであり，EMA-qPCR
法によるレジオネラ属菌の生菌由来の16S rRNA遺伝子の100 mlあたりのコピー数は6.0  102から
2.4  105コピーであった．6試料の冷却塔水のうち，4試料（CTW-B，-C，-G，-I）の 16S rRNA遺
伝子のコピー数は 105 copies/100 ml程度で，他の 2試料の冷却塔水（CTW-A，-H）よりも約 100倍，
浴槽水よりも約 10 から 100 倍高い値を示した．培養法によるレジオネラ属菌の生菌数は浴槽水お
よび 3試料の冷却水（CTW-A，-C，-I）では 10 CFU/100 ml以上で，他の冷却塔水より高い値を示
した．また，同条件で陽性対照（L. pneumophila ATCC33152株の段階希釈液）を定量したときの結
果も合わせてプロットしたところ，培養法の定量値と EMA-qPCR 法の定量値は高い相関（y = 
0.45x
1.05，R2 = 0.996）を示した． 
培養法で得られたレジオネラ属菌を同定したところ，菌数の少なかった CTW-G および検出下限
未満だったCTW-H以外の試料の優占種は L. pneumophilaであった．CTW-Gから得られた全株（4
株）のレジオネラ属菌はLegionella sp. LC2720（アクセッションナンバーは JN381005），CTW-Bか
ら得られた 1株のレジオネラ属菌はLegionella sp. L-29（アクセッションナンバーはAB856218）の










図 6-4はレジオネラ属菌の 16S rRNA遺伝子の部分配列（616 bp）と得られたOTUの代表クロー
ンをもとに作製した近隣結合法による分子系統樹である．冷却塔水 6試料，浴槽水 3試料から合わ











全体の 2%），L. lytica（3クローン，0.5%），L. dumoffii（1クローン，全体の 0.2%）だった．図 6-5
はクローンライブラリーの構成菌種の割合を示す．冷却塔水は解析したクローンのうち L. 
pneumophilaの占める割合が低く，CTW-Aが 7.8%，CTW-Bが 1.7%，CTW-Cが 11.3%，CTW-Iが
1.0%であった．一方，浴槽水は冷却塔水と比較すると L. pneumophila の占める割合が高く，BW-D
が 33.3%，BW-Eが 98.6%，BW-Fが 49.3%であった．また，冷却塔水では既存種に該当しないレジ
オネラ属菌のクローンの割合が高いことが読み取れる． 






















CTW-A  51 11 15 7.87 2.16 92.2 
CTW-B  58 17 23 10.60 2.53 87.9 
CTW-C  62 16 28 13.32 2.63 87.1 
CTW-G  75  8 10 2.08 1.14 96.0 
CTW-H  66 19 30 9.71 2.45 84.8 
CTW-I 105 29 67 9.91 2.67 82.9 
BW-D  65  3  3 1.90 0.71 98.5 
BW-E  70  2  2 1.03 0.07 98.6 





























図6-3 冷却塔水（●），浴槽水（●），およびL. pneumophila ATCC33152株の段階希釈液（□）から
培養法およびEMA-qPCR法で定量したレジオネラ属菌の濃度． L. pneumophilaの段階希釈液は， 
n = 2の平均値をプロットした．CTW-Aから-C，-Gから-IとBW-Dから-Fはサンプル IDで，その
下の括弧内の数値は全レジオネラ属菌に対するL. pneumophilaの比率を表す（左がEMA-qPCR法
で求めたL. pneimophilaの比率，右が培養法で検出したL. pneumophilaの比率）．NDは不検出を，
CTW-Hの矢印は培養法のレジオネラ属菌数が10 CFU/100 ml未満を示す．L. pneumophilaの段階
























































































図 6-4 脚注 
レジオネラ属菌の 16S rRNA遺伝子の部分配列（616 bp）で系統樹（NJ法）を作成した．
本検討で得られた 99 の OTU のうち，複数クローンまたは既報の配列と一致するクローン
からなる 63 の OTU の代表クローンを用いた．代表クローンはカラーで示し，丸括弧内に
アクセッションナンバー，角括弧内に同一 OTUのクローン数を記載した．節部分の数値は
ブートストラップ値で 60%以上のものを記載した． 
Cluster 1は L. anisa (Z32635), L. bozemanii (Z49719), L. wadsworthii (Z49738),  
L. gormanii (Z32639), L. steigerwaltii (Z49737) を含む． 
Cluster 2は L. sainthelensi (Z49734), L. santicrucis (HF558374), L. longbeachae 
(AY444740), L. cicinatiensis (Z49721), L. gratiana (Z49725) を含む． 
Cluster 3は L. beliardensis (AF122884), L. busanensis (AF424887), L. gresilensis 
(AF122883) を含む． 
Cluster 4は L. rubrilucens (Z32643), L. taurinensis (DQ667196), L. erythra (Z32638) を含む． 
Cluster 5は L. brunensis (Z32636), L. cardiac (JF831047), L. hackliae (M36028),  






図 6-5 レジオネラ属菌のクローンライブラリー構成クローンの相対量 
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 表 6-2に示した Good’s coverage は 82.9%から 98.6%を示しており，今回の検討において，
レジオネラ属菌の菌叢を構成する主要な菌種は検出できたと考える．また，図 6-3に示した
EMA-qPCR 法の結果から求めた L. pneumophila の比率と図 6-4 に示したクローンライブラ
リーの解析結果から求めた L. pneumophila のクローンの比率は概ね一致しており，これらの
結果は妥当と考える． 








 BW-D および BW-E からは L. maceachernii のクローンが得られたが，培養法では L. 
maceachernii を検出できなかった．別の実験で，著者らは L. maceachernii を冷却塔水から培
養法で検出した（Inoue et al., 2007）ため，今回 L. maceacherniiを培養法で検出できなかっ
たのは，L. maceacherniiが VBNCとして存在したか，もしくは培地上で L. pneumophila と競




クローンの塩基配列（Alfreider et al., 2004; Wullings et al., 2006; Wéry et al., 2008; Corsao et al., 
2010; Wullings et al., 2011）との一致率が 99%未満だったが，30クローン（7 OTU）は以下
のクローンと一致率が高かった．ctw-I-12 を代表とする 10 クローンは冷却塔水から得られ
た uncultured Legionella sp. clone SEC03（Wéry et al., 2008）と 100%の一致率，ctw-G-60を代
表とする 10 クローンは排水処理装置から得られた uncultured bacterium clone 
SBR09C-OTUSBR10（アクセッションナンバーは GU933694）と 99.8%の一致率，ctw-A-64
を代表とする 4 クローンは水族館の水管から得られた uncultured bacterium clone 
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T0-Ps-25C-20（Vlahos et al., 2013）と 99.7%の一致率，ctw-H-39を代表とする 2クローンは
冷却塔水から得られた uncultured Legionella sp. clone SEC17（Wéry et al., 2008）と 99.7%の一
致率，ctw-I-90 を代表とする 2 クローンは富栄養湖の藍藻マットから得られた uncultured 











第 4部 おわりに 
 
第 7章 総合討論 
 
レジオネラ症が新たな感染症と認知されてから既に 30年以上が経つ．国立感染症研究所
感染症疫学センターの報告（2013）によると，日本国内で 2008年 1月から 2012年 12月末











































場合は EMA 処理の前後で PCR 法の陽性率に変化がなく，EMA 処理の効果は認められな
かった．この要因として冷却塔水中には培養法で検出できないレジオネラ属菌が多く生息
している可能性が推察された． 
 第 3部の第 6章では EMA-qPCR法とクローンライブラリーによる冷却塔水，浴槽水のレ
ジオネラ属菌の多様性を解析した．その結果，特に冷却塔水には培養法で検出されない既
存種に該当しない未知のレジオネラ属菌が多く存在することが示唆された．そのため，第 5
章の冷却塔水を用いた検討においては，EMA 処理によりレジオネラ属菌の死菌の DNA 増
幅を抑制したとしても，培養法で検出できないレジオネラ属菌の生菌が存在し，EMA-qPCR
法の陽性率が高かったと推察する．これまで，培養法によるレジオネラ属菌検査の結果か
ら環境水に生息するレジオネラ属菌の優占種は L. pneumophila とされているが（古畑ら, 
1998; 古畑ら, 2004），本研究においてこれまで培養法では見えていなかったレジオネラ属菌
が多数存在することが明らかとなった．環境中に存在するレジオネラ属菌の状態と検出の
範囲を示す概念図は図 7-1 のように予測されるだろう．これまでも VBNC 状態のレジオネ
ラ属菌の存在は指摘されており（Yamamoto et al., 1993; 山本, 1997; Ng et al., 1997），既存種
に該当しないレジオネラ属菌の存在も示されていた（Alfreider et al., 2004; Wullings et al., 
2006; Wéry et al., 2008; Corsao et al., 2010; Wullings et al., 2011）が，本研究により特に冷却塔
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